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Abstract 



A process for the purification of activated protein C and analogous proteins by affinity chromatography is 
described. 
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I Verfahren zur Reiniflung von aktiviertem Protein C 

E5 wird ein Vert ahrer wr Beinigung ^o" aktiviertem P^^ 
tein cTd analogan Proteliian durch Affinitfit^ 



phtabaschrieban. 
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Die Erfindun^ betrifft ein Vcrfahren zur Reinigung 
von aktiviencm Protein C und analogen Protcinen. 

Protein C isi ein Viiamin K-abhAngiges Protein, wel- 
ches ais Proenzym cincr Serinprotease vorkommt Das 
Protein wurde bislang vorwicgcnd mit Hilfe chromato- 
graphischer Methoden, wie lonenausuuschchromato- 
graphie, Gclfiltration, Chromatographic an Heparinse- 
pharose. gcreinigt (J. BioL Chcnt 258, mi9 (1983). J. Qin. 
Invest 64. 76! (1979). J. Med t6,285(1985)L 

Zur Vercinfachung und Effuucnzstcigcning dicscr 
Verfahren wurde in jQngster Zcit nach leistungsfthigcn 
affinitfttschromatographischen Rcinigungsschriiten ge- 
sucht und Aufarbeitungschcmata mit Hilfe immobili- 
sierter monoclonaler Anlikdrper gegcn Protein C crar- 
bcitct (vgL Biotechnology 5, 1189 (1987))i Die Reinigung 
von Proteinen rait Hilfe monoklonaicr Antikdrper ist 
zwar schr cffektiv. stellt aber aufgrund der aufwendigen 
Erzeugung von Antikarpem und wcgcn der oft unbc- 
fricdigenden Standzeitcn von Antikdrpersaulen cincn 
wichtigen Kostcnfaktordar. 

Zur Reinigung von tPA wurde eine affmitfttschroma- 
tographische Mcthode cntwKkelt. bei der Erythrina- 
Trypsin-lnhibitor ( - ET[) verwcndct wird (I- BioL Chem. 
259, 11 W5 (1984), EP OS 1 12 122> Vcrsuchc. wcitcrc 
Enzyme wic Urokinase und Thrombin auf dicse Weise 
zu reinigen, waren erfolglos. 

Oberraschenderweise wurde nun gefundcn, dafl akti- 
vicrtes Protein C und analogc Protrine an immobilisier- 
tem ETl gcreinigt wcrdcn kfinnen. 

Gegenstand der Erfindung ist em Verfahren zur Rei- 
nigung von rohem akiivierten Protein C oder analogen 
Proteinen, welches dadurch gckcnnzcichnet isu daB man 
das rohc aktivicrtc Protein C oder analogs Proteinc 
ciner Affinitatschromaiographic an immohilisiertcm 
Erythrina-Trypsin- Inhibitor untcrwirft 

Untcr Protein C analogen Vcrbindungen sind solche 
zu verstchcn. die sich vom Protein C durch Unterschie^ 
de in der Aminosauresequenz bzw. durch Deletionen, 
Substilutionea Insertionen, Inversionen oder Additio- 
ncn von Aminosauren vom Protein C untcrscheiden, 
aber Protein C-Wirkung besiuca 

"Rohcs Protein C sol! Protein C bcdeuten. wie es bei 
der Aufarbciiung von Protein C-produzicrcndcn Zellen 
mittcb konventioneller chromatographischer Metho- 
den anfallt. Ein soichcs Protein bcsitrt normalcrweise 
eine Rcinhcit von 85-95%. 

Der Erythrina-Trypsin-lnhibitor und seine Reinigung 
sind bekannt (mt J. Biochem 19. 601 (1987) Hoppc Sey- 
Icr's Z-PhysioL Chem, 362, 531 (1981)). 

Der Inhibitor kann mit aikn Qblichen AfTmitiltstrlg- 
crmaterialicn gckoppelt wcrden, wie NCBr-aktivicrter 
Sepharosc, Glutaraldchyd-aktiviertem Tris-Acryl und 
epoxid-aktivierten Tragcrmatcrialiea 

Das neuc Verfahren hat den Vorteil, daC es sehr ein- 
Pach durchzuf Ohrcn ist und das Protein C von sehr gutcr 
Reinhcilliefcrt 

Hicrzu wird der Inhibitor an das Affinititsuagerma- 
terial gckoppelt, so daB ein Affiniiats-Gel entstcht Die- 
ses wird in cine Sftule gegeben und mit eincm nicht-de- 
naturicrcndcn Puffer aquilibriert Der pH- Wert des Puf- 
fers soUle zwischcn 5 und 9 licgen und die Salzkonzcn- 
tration im Puffer solltc unter 1 Mol/1 seia Nach Auf tra- 
gcn des rohcn Proteins wird im schwach sauren Berckrh 
(pH 1^ - 3^) mit eincm Puffer cluicrt 



Erythrina-Trypsin-lnhibitor wurde nach Vorschrift 
; Gelhcrstellers (Pharmacia) an CNBr-aktivierte Se- 
5 rose gckoppelt Das Gel (5 ral) wurde in eine Saule 
, :-chmesser 1cm) ubcrfuhrt unbd mit 20 mM 
, - Acetat. 0^ M NaCl, 0,0 1 % «Tween 80 pH 7,0 aqui- 
art 5 g rohcs akti vicrtes Protein C wurde mit Aqui- 
li rungsguffer auf die Sftule aufgetragca Das Gel 
10 wi.i Je mit Aquilibrierungspuffer gewaschcn bis die UV- 
Al otion dcs Durchlaufs konstani blieb und anschlie- 
flt iiit 0.1 M Glycin/HCl, 0,05 M NaCl. a05 M Argi- 
niri. 0,01% «Tween 80 pH 2JS das Protein C eluiert Das 
Priitein enthilt gcmafl SDS-Gcielcktrophorscsc keine 
15 Verunreinigungcn mchr. 

Dasselbc Ergebnis crhalt man, wenn man die Etution 
mil 1,75 M KSCN, 2 M Hamstoff oder 15 M Guanidini- 
umhydrochlorid durchfuhn. 
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Paten tanspruch 

Verfahren zur Reinigung von rohem aktiviertem 
Protein C oder analogen Proteinen, dadurch ge- 
keniizckhnct daB man das rohe aktivierte Protein 
C oder analogc Proteinc cincr Affmitatschromato- 
graphie an iramobilisiertem Erythrina-Trypsin-ln- 
hibitor untcrwirfL 



